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Наиболее эффективным методом лечения сахарного диабета 1-го типа по-прежнему является аллотранс-
плантация островков поджелудочной железы, которая при сочетании благоприятных условий (достаточ-
ное количество выделенных островков, удачная комбинация иммуносупрессивных препаратов) способна 
достичь инсулиннезависимости реципиентов на протяжении нескольких лет. Однако постоянный дефи-
цит донорских поджелудочных желез и ограниченность выживания островков в организме реципиента 
не позволяют увеличить количество таких трансплантаций и повысить их эффективность. В настоящем 
обзоре дан критический анализ работ российских и зарубежных авторов по созданию тканеинженерных 
конструкций поджелудочной железы, направленных на решение трех главных проблем трансплантации 
островков поджелудочной железы: 1) дефицит донорского материала; 2) необходимость проведения им-
муносупрессивной терапии; 3) непродолжительность выживания и функциональной активности переса-
женных островков.
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тканеинженерные конструкции.
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Allotransplantation of pancreatic islets remains the most effective method of treatment of diabetes mellitus type 
1 being capable under combination of favorable conditions (suffi cient number of isolated islets, effective com-
bination of immunosuppressive drugs) to reach the recipients’ insulin independence for several years. However, 
the overwhelming shortage of donor pancreas and limited post-transplantation islet survival do not allow incre-
asing the number of such transplants and their effectiveness. This review presents a critical analysis of the work 
done by Russian and foreign authors onto creation of tissue-engineered pancreatic constructs that may lead to 
the resolution of the three main pancreatic islet transplantation issues: 1) lack of donor material; 2) necessity of 
immunosuppressive therapy; 3) limited survival and functional activity of the islet.
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ВВЕДЕНИЕ
Общий уровень заболеваемости сахарным диа-
бетом был оценен приблизительно в 280 млн чело-
век в 2010 году, и по прогнозам, он увеличится к 
2030 г. до 440 млн [6], из которых на долю сахарно-
го диабета 1-го типа придется 10–15%.
В настоящее время золотым стандартом лечения 
сахарного диабета 1-го типа по-прежнему является 
введение экзогенного инсулина в ответ на повышен-
ный уровень глюкозы в крови. Создание синтети-
ческих аналогов инсулина, их введение с помощью 
носимых дозаторов, возможность регулярного кон-
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троля уровня гликемии позволили повысить уро-
вень компенсации нарушений углеводного обмена. 
Однако при этом сохранилась большая вероятность 
развития поздних диабетических осложнений, та-
ких как невропатия и ангиопатия с дегенерацией 
кровеносных сосудов почек (диабетическая не-
фропатия) и сетчатки глаз (диабетическая ретино-
патия), которые нередко заканчиваются почечной 
недостаточностью и слепотой.
В связи с достижением определенных успехов 
в клинической практике резко возрос интерес к 
научным разработкам, посвященным регенератив-
ной медицине. Этому способствовало проведение 
многочисленных исследований в клеточной биоло-
гии, особенно в области стволовых клеток и био-
совместимых материалов, обеспечивших прогресс 
в развитии тканевой и клеточной инженерии [1–3]. 
Появились сообщения об успешном применении 
тканеинженерных конструкций кожи, мочевого 
пузыря, трахеи, сосудов, представляющих собой 
искусственный или биологический двухмерный 
или трехмерный матрикс (синонимы: каркас, скаф-
фолд) с соответствующими аутологичными клетка-
ми [4, 5].
В качестве альтернативы лечения экзогенным 
инсулином была предложена клеточная терапия в 
виде трансплантации островков / островковых кле-
ток (ОК), выделенных из поджелудочной железы 
(ПЖ), в качестве средства для восстановления нор-
мальной эндокринной функции поджелудочной же-
лезы.
В обзоре описаны возможности создания ткане-
инженерных конструкций поджелудочной железы 
(ТИК ПЖ), использование которых приблизит нас 
к решению трех главных проблем трансплантации 
островков поджелудочной железы: 1) дефицит до-
норского материала; 2) необходимость проведения 
иммуносупрессивной терапии; 3) непродолжитель-
ность выживания и функциональной активности 
пересаженных островков/ОК ПЖ.
ТРАНСПЛАНТАЦИЯ ОСТРОВКОВ/ОК ПЖ
Наиболее заметным прорывом в клеточной тера-
пии сахарного диабета явилось появление в 2000 г. 
Эдмонтонского протокола, который включает в себя 
пересадку большого количества островков, полу-
ченных последовательно от 2–4 трупных доноров, в 
сочетании с оптимизированным протоколом имму-
носупрессии. Выполнение этого протокола обеспе-
чило устранение гипергликемии на один год у всех 
первых семи пациентов, перенесших транспланта-
цию островков [7]. Тем не менее через пять лет пос-
ле трансплантации только 10% пациентов сохрани-
ли инсулиннезависимость, длительность которой в 
среднем составила 15 месяцев [8]. Позднее резуль-
таты были улучшены – до инсулиннезависимости в 
течение пяти лет у 50% реципиентов и сохранении 
секреции C-пептида (свидетельство инсулинпроду-
цирующей активности пересаженных островков) у 
более чем 70% трансплантатов до восьми лет.
Следует отметить, что остается общепринятым 
оценивать эффективность клинической трансплан-
тации ОК по длительности и частоте достижения 
инсулиннезависимости. Однако главное – это про-
филактика, устранение или хотя бы существенное 
торможение развития и прогрессирования таких 
поздних осложнений сахарного диабета, как нейро-
патия и ангиопатия нижних конечностей, нефропа-
тия и ретинопатия, грозящих пациентам ампутаци-
ями, потерей функции почек и слепотой. При этом 
хирургический риск самой трансплантации должен 
быть минимальным, а сопутствующая иммуносуп-
рессия не давать серьезных побочных эффектов или 
не применяться совсем.
Более 20 лет назад было показано, что возникно-
вение и неуклонное прогрессирование поздних ос-
ложнений обусловлено прежде всего отсутствием в 
организме больного сахарным диабетом 1-го типа 
С-пептида [9], секретируемого наряду с инсулином 
островковыми β-клетками, которые полностью по-
гибают вследствие аутоиммунного процесса. Если 
отсутствие собственной секреции инсулина у боль-
ных сахарным диабетом 1-го типа покрывается ин-
сулинотерапией, то дефицит С-пептида никак не 
компенсируется. Единственное реальное решение 
этой проблемы может быть осуществлено путем 
пересадки длительно функционирующих гормо-
нально-активных донорских β-клеток [10]. Кроме 
того, такая трансплантация способна инициировать 
восстановление секреции С-пептида собственны-
ми β-клетками пациента за счет их регенерации. 
Поэтому в качестве приоритетной цели трансплан-
тационного лечения сахарного диабета 1-го типа 
должно быть не только и не столько достижение 
инсулиннезависимости, а максимально длительное 
сохранение функциональной активности переса-
женных β-клеток, чтобы обеспечить поступление в 
организм реципиента С-пептида и реализацию его 
продолжительного ангио- и нейропротектного эф-
фекта.
ТКАНЕИНЖЕНЕРНЫЕ КОНСТРУКЦИИ 
ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ
Потенциальные возможности технологий тка-
невой инженерии и регенеративной медицины 
способны преодолеть многие из недостатков упо-
мянутого выше Эдмонтонского протокола. Идея 
применения тканевой инженерии при клеточной 
терапии диабета 1-го типа состоит в имплантации 
островков, а точнее β-клеток, на биосовместимом 
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матриксе-носителе, который с введенными в его 
состав биомолекулами обеспечивает возможность 
создания трехмерной структуры и подходящую вне-
клеточную среду (микроокружение) для обеспече-
ния выживания и функционирования клеток in vitro 
и in vivo [11].
Данные последних лет указывают на трехмер-
ные (3D) культуральные системы как методоло-
гическую основу для улучшения клинических ре-
зультатов трансплантации островков. Кроме того, 
в этих условиях можно обеспечить направленную 
дифференцировку стволовых клеток в β-клетки, 
что создаст неограниченный потенциал инсулин-
продуцирующих клеток (ИПК), пригодных для 
трансплантации. Таким образом, тканеинженерный 
подход в сочетании с принципами регенеративной 
медицины может решить проблему долгосрочной 
адекватной терапии сахарного диабета 1-го типа.
Исходя из общих принципов тканевой инже-
нерии и регенеративной медицины, три основных 
компонента являются ключевыми для ТИК ПЖ: 
1) жизнеспособные ИПК, которые могут форми-
ровать клеточные островковоподобные агрегаты 
и выделять инсулин в ответ на повышение уровня 
глюкозы в крови; 2) каркас (скаффолд) из биосов-
местимого биостабильного или биорезорбируемого 
материала, обеспечивающего механическую подде-
ржку клеточного компонента ТИК; 3) биомолекулы 
внеклеточного матрикса для создания среды, обес-
печивающей длительное выживание и функциони-
рование ИПК, а также усиление дифференцировки 
клеток-предшественников.
Источники ИПК
Из различных типов клеток, прежде всего ство-
ловых, могут быть получены клетки, способные 
секретировать инсулин. Однако самыми естествен-
ными, и поэтому самыми совершенными продуцен-
тами инсулина остаются β-клетки, находящиеся в 
островках ПЖ.
Островки ПЖ
Островки представляют собой скопления эндок-
ринных клеток в поджелудочной железе, с размера-
ми у человека в диапазоне от 50 до 300 мкм [12]. 
Островки состоят из α-, β, γ-, δ- и ε-клеток, из кото-
рых α-клетки и β-клетки имеют непосредственное 
отношение к метаболизму глюкозы. Существуют 
межвидовые различия процентного содержания и 
локализации β-клеток в островках [13]. В челове-
ческих островках β-клетки являются преоблада-
ющим типом клеток (диапазон 32–77%, в среднем 
59%), расположенных преимущественно на пери-
ферии внутри островковых кровеносных сосудов. 
Островки, изолированные из трупной ПЖ, являют-
ся оптимальным источником β-клеток, но их коли-
чество ограничено из-за дефицита доноров. В ка-
честве альтернативы свиные островки являются 
наиболее распространенным источником, так как 
человеческий и свиной инсулин отличаются одной 
аминокислотой [14]. В той же степени близок инсу-
лину человека кроличий инсулин [15]. Количество 
доклинических испытаний со свиными островками 
на людях крайне ограничено, хотя свиные островки 
сохранялись и функционировали в течение до 6 ме-
сяцев у нечеловеческих приматов с применением 
иммуносупрессии [16]. Несколько доклинических 
испытаний с использованием макро- или микроин-
капсуляции свиных островков продемонстрирова-
ли, что их имплантация давала позитивный эффект 
в течение нескольких лет без использования имму-
носупрессии [17]. Тем не менее сохраняется мне-
ние о том, что трансплантация островков свиньи 
остается несовершенным методом лечения в связи 
с ограниченной долгосрочной жизнеспособностью 
in vivo и постоянной потребностью в применении 
иммуносупрессивных препаратов [18].
Учитывая весьма ограниченную возможность 
использования островков от доступных доноров 
ПЖ, которыми являются чаще всего люди, погиб-
шие в результате черепно-мозговой травмы, все 
более активной областью исследований становится 
изучение перспектив получения ИПК из стволовых 
клеток или клеток-предшественников [19].
Стволовые клетки
Стволовые клетки (СК) определяются по их спо-
собности к самообновлению и дифференцировке в 
различные типы клеток и попадают в одну из двух 
категорий: плюрипотентные (имеют способность 
стать всеми типами клеток организма) или муль-
типотентные (имеют ограниченную способность к 
дифференцировке). Эмбриональные СК и индуци-
рованные плюрипотентные СК являются наиболее 
широко исследованным источником для панкреати-
ческой дифференцировки.
Эмбриональные СК
СК, полученные из эмбрионов, являются по-
тенциальным источником суррогатных β-клеток, 
и вполне возможно, могут использоваться для за-
мещения дефицита островков, получаемых из ПЖ 
трупов человека. Первая документальная попытка 
получения ИПК из эмбриональных стволовых кле-
ток (ЭСК) человека была осуществлена в 2001 г. по 
протоколу, установленному для дифференциров-
ки нейронов в инсулинпозитивные кластеры [20]. 
В дальнейшем попытались создавать клетки, кото-
рые более похожи на панкреатические β-клетки, а 
не инсулинпозитивные нейроподобные клетки.
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Были осуществлены многочисленные попытки 
получения ИПК в процессе культивирования СК 
различного происхождения, в том числе ЭСК, ин-
дуцируя онтогенетический путь дифференцировки 
клеток ПЖ в β-клетки [21]. Для этого использовали 
различные сочетания дифференцирующих факто-
ров, которые смогли обеспечить формирование из 
энтодермы прогениторных клеток ПЖ и их диф-
ференцировку в ИПК с конечным образованием 
β-клеток с некоторыми, но не со всеми их феноти-
пическими и функциональными характеристиками 
[22–24].
Успешным подходом к получению ИПК из ЭСК 
явилось решение имитировать среду, окружаю-
щую островки в процессе развития, обеспечивая 
поступление факторов роста через определенные 
промежутки времени. Для создания такой среды 
используют множество факторов роста и фармако-
логических средств, действие которых направлено 
на суммирование сигнальных каскадов, имеющих 
отношение к панкреатической дифференцировке in 
vitro [19]. В результате in vitro удалось из ЭСК полу-
чить 25% ИПК от конечной популяции, но реакция 
ИПК in vitro на нагрузку глюкозой отсутствовала 
[25]. Кроме того, использование частично диффе-
ренцированных ЭСК остается ограниченным из-за 
их способности образовывать цисты и тератомы 
после трансплантации в эксперименте лаборатор-
ным животным [11].
Мезенхимальные стволовые клетки
Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) 
представляют собой фибробластоподобные клетки, 
которые обладают способностью дифференциро-
ваться в ряд клеточных клонов [26]. В нескольких 
работах была исследована возможность диффе-
ренцировки МСК в эндокринные клетки поджелу-
дочной железы, включая β-клетки [27–29], но не 
обладающих способностью отвечать на глюкозную 
нагрузку in vitro. Однако трансплантация культур 
ИПК, полученных в результате дифференцировки 
СК, выделенных из жировой ткани, лабораторным 
животным с экспериментальным сахарным диабе-
том обеспечила нормализацию у них уровня глике-
мии [30].
Таким образом, несмотря на невозможность 
получения истинных (полноценных) β-клеток или 
островков, человеческие ЭСК или другие СК уда-
валось дифференцировать в панкреатическом на-
правлении, что подтверждается их способностью 
in vivo отвечать на глюкозную нагрузку секрецией 
инсулина. Этот факт позволяет предположить, что 
«окружение», в которое попадают пересаженные 
клетки, обеспечивает их необходимыми сигналами, 
индуцирующими окончательную дифференциров-
ку [31].
Использование таких транскрибирующих фак-
торов, как Pdx1 и MaFA, индуцирующих репрог-
раммирование, повышает эффективность образо-
вания панкреатоподобных клеток из СК [32]. Так, 
было обнаружено, что экспрессия MaFA облегчает 
дифференцировку СК, выделенных из плаценты, в 
ИПК, так как они становятся способными отвечать 
на высокую концентрацию глюкозы in vitro (в среде 
культивирования) и обеспечивать нормогликемию 
после трансплантации у мышей-реципиентов с са-
харным диабетом [33].
Наиболее подходящими для получения ИПК 
представляются эндометриальные мезенхимальные 
стволовые клетки, потенциально способные диф-
ференцироваться в мезодермальные и энтодермаль-
ные ткани [34]. После успешного выделения СК из 
эндометрия человека был использован трехступен-
чатый протокол, обеспечивающий их дифференци-
ровку в β-клетки поджелудочной железы. Фибрин 
был использован в качестве 3D-основы. Через 2 не-
дели клетки образовывали островковоподобные 
кластеры, способные секретировать инсулин, про-
инсулин и С-пептид, выявленные методом иммуно-
флуоресценции.
В нескольких исследованиях после введения 
МСК диабетическим мышам наблюдали снижение 
уровня глюкозы в крови, хотя это, по-видимому, 
обусловлено регенерацией пула β-клеток реципи-
ента, а не дифференцировкой МСК в β-клетки [35, 
36]. Регенерация β-клеток, как полагают, происхо-
дит вследствие иммуномодулирующего и ангиоген-
ного эффектов МСК, хотя точный механизм неиз-
вестен [37].
Наиболее широкое распространение получило 
использование MСК в совместной культуре с им-
плантированными островками, которое показало, 
что происходит улучшение клинического результа-
та путем реваскуляризации трансплантата и защи-
ты ОК от иммунной атаки. Использование МСК, 
как представляется, оказывает, в первую очередь, 
иммуномодулирующее действие, хотя способность 
этих клеток дифференцироваться в ИПК продолжа-
ет исследоваться [38].
Известен способ подготовки жизнеспособных и 
функционально активных островков для последую-
щей их успешной трансплантации путем совмест-
ного культивирования первично изолированных 
островков с МСК жировой ткани (ЖТ) в вогнутых 
микролунках [39]. Проведенные наблюдения пока-
зали, что МСК ЖТ, отделенные от островков, учас-
твовали в образовании трехмерных сфероидов, со-
стоящих из островковой ткани. Впоследствии было 
обнаружено, что ультраструктурная морфология 
сфероидов существенно отличается от таковой в 
первично изолированных островках. При этом ОК, 
культивированные с МСК ЖТ, продемонстрирова-
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ли более высокую жизнеспособность и усиленную 
инсулинсекретирующую способность по сравне-
нию с монокультурами островков. Это позволяет 
предположить, что МС КЖТ имеют значительный 
потенциал для защиты ОК клеток от повреждений 
в процессе культивирования и могут быть исполь-
зованы для улучшения выживаемости островков и 
их функции. В экспериментах in vivo, включавших 
ксенотрансплантацию микроинкапсулированных 
сфероидов мышам с экспериментальной моделью 
диабета, было показано, что по сравнению с пер-
вично изолированными островками использование 
сфероидов, полученных в результате сокультивиро-
вания, обеспечивало более длительную реверсию 
диабета и меньшее количество необходимого транс-
плантационного материала.
Неэндокринные клетки поджелудочной 
железы
Были сделаны попытки получать ИПК из клеток, 
которые онтогенетически близки к β-клеткам, такие 
как клетки ацинусов и протоков поджелудочной же-
лезы [40–42]. Основная концепция такого подхода 
включает в себя дедифференцировку популяции 
клеток обратно в их прогениторное состояние, а за-
тем стимулирование повторной дифференцировки 
в β-клетки [43–45]. На сегодняшний день использо-
вание этих клеточных популяций клеток оказалось 
безуспешным при получении функциональных 
β-клеток и достижении реверсии гипергликемии in 
vivo [46]. Тем не менее исследования в данном на-
правлении продолжаются. Панкреатические клет-
ки-предшественники, которые могут быть легко вы-
делены у пренатальных мышей, экспрессируют ряд 
генов, свидетельствующих об их принадлежности к 
панкреатическому фенотипу, но не к инсулину. Та-
ким образом, они могут быть полезным источником 
клеток для выявления условий, способствующих 
дифференцировке in vitro клеток-предшественни-
ков в функционирующие β-клетки. Показано, что 
неэндокринные клетки, остающиеся после изоля-
ции островков из донорской поджелудочной желе-
зы, после введения в них гена нейрогенной диффе-
ренцировки могут дифференцироваться в β-клетки 
после культивирования in vitro [47]. Доказана также 
возможность получения культур прогениторных 
клеток из поджелудочной железы новорожденных 
кроликов [48]. Перспективность использования 
прогениторных клеток поджелудочной железы под-
тверждена исследованиями, в которых показано, 
что отсутствие предшественников островковых 
клеток в трансплантате приводит к снижению мас-
сы β-клеток [49], в то время как трансплантация 
островковой ткани, богатой прогениторными клет-
ками, существенно повышает антидиабетический 
эффект [50].
Примеры тканеинженерных конструкций 
поджелудочной железы
В одном из последних обзоров [11] приведены 
основные типы ТИК ПЖ, исследование функцио-
нальных свойств которых in vitro и in vivo дало наи-
более значимые результаты (табл.).
Путем поддержания клеток в физиологически 
более подходящих структурах и сохранения клеточ-
но-клеточных и клеточно-матриксных контактов 
Таблица
Краткое описание основных типов тканеинженерных конструкций [11]
Summary of types of tissue-engineering constructs [11]
Особенности 
культуры Модификации Типы клеток Основные характеристики
2D-культуры
Суспензия или 
монослой
Островки плодов 
мышей [51, 52]
Способность приводить к реверсии экспериментального 
сахарного диабета после трансплантации [52]
3D-системы
Засев в пористые 
каркасы 
из жесткоцепных 
полимерных 
материалов
Добавление 
молекул 
внеклеточного 
матрикса 
(ВКМ)
Островки, 
выделенные 
из ПЖ человека 
и животных [53]
Островки, культивированные в пористых каркасах, 
имеют более высокую жизнеспособность 
и инсулинпродуцирующую активность по сравнению 
с 2D-культурами [53–55]. Включение в каркас 
молекул ВКМ усиливает секрецию инсулина [53]. 
Островки, имплантированные in vivo в скаффолды, 
васкуляризируются и снижают уровень гликемии [55]
Инкубация 
с гидрогелем
Добавление 
молекул ВКМ
Островки человека 
и крыс [54, 56].
Прогениторные 
клетки ПЖ крысы 
[57].
Островки, 
культивированные 
с МСК [58]
Островки, культивированные в гидрогеле, имеют 
более высокую жизнеспособность по сравнению 
с 2D-культурами и вызывают реверсию гипергликемии 
в опытах in vivo [56, 59, 60]. Включение молекул ВКМ 
в гидрогель повышает секрецию инсулина [61]. При 
культивировании прогениторных клеток в гидрогеле 
происходит их дифференцировка в β-клетки [62].
Сокультивирование островков с МСК усиливает 
секрецию инсулина [63]
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может быть имитирована окружающая среда, близ-
кая к естественным условиям. Это особенно важно 
для островков, представляющих собой клеточную 
популяцию в культуре, которая должна иметь мно-
гочисленные клеточно-клеточные контакты между 
эндокринными клетками и клеточно-матричные 
контакты между эндокринными клетками и окру-
жающей базальной мембраной. При подготовке 
трансплантации островков процесс их изоляции 
часто разрушает внеклеточную среду, приводя к 
потере функции островков после пересадки. Вос-
становление контактов с внеклеточной матрицей и 
механическая поддержка изолированных островков 
может увеличить долгосрочный успех транспланта-
ции островков.
Обеспечение трехмерности, вероятно, играет 
важную роль в культивировании in vitro островков/
ОК ПЖ и их выживании и функционировании in 
vivo. Совместное культивирование островков взрос-
лых крыс Wistar и трехмерного тонковолокнистого 
гидрогелевого скаффолда показало, что выживае-
мость и инсулинсекретирующая активность ОК, не-
посредственно контактировавших со скаффолдом, 
были выше, чем при его отсутствии [54].
По-видимому, основной причиной низкого вы-
живания ОК ПЖ после их трансплантации является 
процедура выделения островков из ткани ПЖ [64]. 
Недостаточную эффективность трансплантации 
ОК ПЖ связывают также с тем, что в процессе их 
получения они лишаются привычного микроокру-
жения, нарушается их внутренняя васкуляризация и 
иннервация [65]. При этом существенно изменяют-
ся сигнальные взаимоотношения между ОК и ВКМ, 
что нарушает регуляцию морфофизиологических 
процессов, включающих выживание, пролифера-
цию, секреторную активность, и в конце концов, 
ухудшает результаты трансплантации островков. 
В связи с этим чрезвычайно важным является со-
здание матриксов, обладающих свойствами, харак-
терными для микроокружения островков в натив-
ной ПЖ [66].
В последние годы для создания биорезорбируе-
мых 3D-матриксов, для изготовления которых при-
влекается целый ряд технологий – от простого «вы-
щелачивания» до технологий прототипирования 
[67, 68], все чаще стали использовать биополимеры 
(коллаген, хитозан, полилактогликолиды, бактери-
альные полимеры и др.) [3]. Трехмерные биорезор-
бируемые пористые матриксы являются каркасны-
ми элементами клеточно-инженерных конструкций, 
обеспечивающими жизнедеятельность клеток в 
процессе формирования определенных типов тка-
ней. 3D-матриксы способствуют локализации кле-
ток в области имплантации, одновременно являясь 
их носителем, временно выполняющим функции 
естественного ВКМ.
Панкреатические островки представляют со-
бой обильно насыщенные сосудами эндокринные 
клеточные кластеры, которые находятся в непос-
редственном контакте с базальной мембраной эн-
дотелиальных клеток и экзокринных клеток в под-
желудочной железе. Существуют два неиммунных 
фактора [58], способствующих гибели островков, 
изолированных из донорской ПЖ, в процессе их 
культивирования: формирование амилоидоза и по-
теря ВКМ. Использование в качестве матрицы для 
культивируемых человеческих островков трехмер-
ных коллагенсодержащих скаффолдов по сравне-
нию с культивированием в 2D-условиях приводило 
к существенному уменьшению образования амило-
ида и снижению уровня апоптоза β-клеток на 75%.
Наличие информации о внеклеточных сигналах, 
присутствующих в панкреатических островках, 
может быть использовано для разработки биоло-
гически приближенных к ВКМ скаффолдов. ВКМ 
имеет несколько функций, таких как обеспечение 
структурной поддержки, пролиферации, диффе-
ренциации и метаболизма клеток, передатчика сиг-
налов к клеткам через интегрин-опосредованные 
взаимодействия [69]. Основные компоненты ВКМ 
в значительной степени сохраняются у многих ви-
дов животных и включают бифункциональные бел-
ки, такие как коллаген, фибронектин и ламинин, 
гликозаминогликаны, и в меньшей степени, фак-
торы роста и цитокины [70]. Этот принцип лежит 
в основе биологической совместимости матриц и 
допускает использование биологических каркасов, 
полученных из ксеногенных источников в клини-
ческой практике. Точное распределение и трех-
мерное расположение указанных молекул является 
тканеспецифичным, и по меньшей мере, частично 
ответственно за различные механические, функцио-
нальные и структурные свойства различных тканей.
Рассмотрим несколько примеров использования 
бифункциональных белков в качестве матриксов 
для ТИК ПЖ.
Ламинин. Изоформы ламинина представлены в 
кровеносных сосудах и ацинарных клетках в под-
желудочной железе, распределены внутри и вокруг 
островков, в переходных экзокринно-эндокринных 
клетках и присутствуют во внутриостровковых 
кровеносных сосудах [71, 72]. Было показано, что 
ламинин-111, ассоциированный с панкреатическим 
протоковым эпителием, усиливает дифференциров-
ку и рост островков плода мыши [73], избиратель-
но увеличивает количество ИПК и поддерживает 
жизнеспособность островков взрослых крыс на 
протяжении нескольких дней [74]. Показано, что 
клеточно-матричные взаимодействия могут иметь 
видовую специфичность [75]. Кроме того, ламинин, 
по-видимому, усиливает дифференцировку ЭСК в 
ИПК [76].
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При культивировании ЭСК человека на микро-
принтированных покрытых ламинином покровных 
стеклах с соблюдением протокола направленной 
дифференцировки клеточные кластеры демонстри-
ровали профили экспрессии генов, определенно 
напоминающих энтодерму, из которой развиваются 
предшественники панкреатических клеток. Когда 
происходило открепление и дальнейшая дифферен-
цировка суспензионной культуры, небольшая часть 
(<5%) клеток экспрессировала факторы транскрип-
ции ПЖ Pdx1 и NKX6. В целом, по-видимому, ла-
минин играет важную роль в поддержании функции 
островков и выделении инсулина in vitro и в под-
держании дифференцировки человеческих ЭСК в 
предшественников β-клеток.
Коллаген. Коллагены типа I, IV, V и VI при-
сутствуют на границе экзокринно-эндокринных 
клеточных взаимодействий и в непосредственной 
близости к внутриостровковым эндотелиальным 
клеткам [77]. Коллагены I, V, VI типов являются на-
иболее распространенными изоформами в пределах 
островково-экзокринного интерфейса поджелудоч-
ной железы человека с лишь слабой экспрессией 
коллагена IV типа, хотя его присутствие сильно вы-
ражено в эпителиальной основе плодной ПЖ [78]. 
Коллаген IV типа обнаружен в развивающейся ПЖ 
человека и участвует в развитии структуры остров-
ков, о чем свидетельствует его близость к иноку-
ляции кластеров инсулин- и глюкагон-позитивных 
клеток [79]. При культивировании островков ПЖ 
крысы на коллагене I и IV типов сохранение ими 
жизнеспособности наблюдали у 60 и 89% остров-
ков соответственно. В то же время более 90% тех 
островков, которые культивировали в суспензии, 
подверглись апоптической гибели через 48 часов. За 
24 часа инкубации островков в чашках Петри, пок-
рытых коллагеном типа I и IV, инсулина выделялось 
соответственно в 4 и 6 раз больше, чем при исполь-
зовании чашек, покрытых БСА, или стандартных 
полилизиновых чашек [80]. Интересно отметить, 
что островки, которые образовывали монослой на 
поверхности коллагена I типа с последующим нало-
жением второго слоя коллагена, были способны об-
разовывать островковоподобные агрегаты и поддер-
живать базальный уровень выделения инсулина в 
течение 8 недель. Несмотря на способность остров-
ков прикрепляться и размножаться на поверхностях, 
покрытых коллагеном I и IV типов, наблюдавшаяся 
эпителиально-мезенхимальная трансдифференци-
ровка ограничивает целесообразность использова-
ния этих субстратов для культивирования клеток. 
Так как коллаген IV типа наблюдается преимущес-
твенно в развивающейся ПЖ, он может быть более 
подходящим субстратом для направленной диффе-
ренцировки СК. Был проведен сравнительный ана-
лиз жизнеспособности и инсулинпродуцирующей 
активности островков in vitro в коллагенсодержа-
щем матриксе, заселенном фибробластами, и in vivo 
на сингенной модели трансплантации островков 
мышам [81]. Использование 3D-матрикса значи-
тельно улучшало выживание трансплантата и поз-
воляло снижать эффективную дозу пересаживае-
мых островков вдвое. Фибробласты, помещенные в 
скаффолд, продуцировали фибронектин и ростовые 
факторы, индуцировали пролиферацию ОК.
Фибрин. Связываясь с рецепторами клеточной 
мембраны, такими как интегрины, фибрин способс-
твует дифференцировке клеток, их пролиферации, 
функционированию и выживанию [82]. Фибрин так-
же способен сохранять архитектуру ОК, стимули-
ровать секрецию ими инсулина, ангиогенез остров-
ков, оказывать протективный эффект в отношении 
гибели клеток. После трансплантации островков в 
фибриновом гидрогеле происходит активная нео-
васкуляризация трансплантата, налаживается его 
гормонпродуцирующая функция. Таким образом, 
фибрин как биосовместимый и биодеградируемый 
скаффолд может рассматриваться в качестве подхо-
дящего компонента тканеинженерной конструкции 
поджелудочной железы. Кроме того, фибрин оказы-
вал защитное действие по отношению к внедрен-
ным в него островкам, выделенным из ПЖ молодых 
поросят и подвергшимся воздействию перекиси во-
дорода [83]. При этом островки, окруженные фиб-
рином, сохраняли инсулинпродуцирующую актив-
ность в ответ на глюкозный стимул, в то время как у 
островков, помещенных в культуральные полисти-
роловые чашки, эта способность под воздействием 
перекиси водорода значительно снижалась. Высо-
кая степень биосовместимости и специфических 
свойств фибрин-гидрогеля делает его похожим на 
нормальную ПЖ и представляется нам идеальной 
«подложкой». Кроме того, фибрин был использован 
в качестве 3D-основы для обеспечения дифферен-
цировки МСК, выделенных из эндометрия, в панк-
реатические β-клетки.
Коллагенсодержащие гидрогели. Сравнитель-
но недавно было разработано новое поколение 
инъекционных форм многокомпонентных биополи-
мерных микрогетерогенных коллагенсодержащих 
гелей (БМКГ) с высокими регенераторными свойс-
твами [84].
В состав БМКГ, относящегося к классу биоак-
тивных биомиметических гидрогелей [85] и за-
патентованного как композиция гетерогенного 
имплантируемого геля [86], входят основные ком-
поненты ВКМ мягких тканей животного происхож-
дения (пептиды частично гидролизованного колла-
гена, гликопротеины и уроновые кислоты) и другие 
биологически активные вещества ВКМ, в том числе 
факторы роста, необходимые для жизнедеятельнос-
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ти окружающих клеток и синтеза экзогенных уро-
новых кислот, протеогликанов и коллагена.
Наличие микрогетерогенной структуры гидро-
геля позволило увеличить время его биорезорбции 
до нескольких месяцев [87] по сравнению с одно-
компонентными биоимплантатами из коллагена, 
гиалуроновой кислоты, фибрина и др., рассасываю-
щимися в течение 3–4 недель, что недостаточно для 
формирования ТИК ПЖ.
В качестве первого шага на пути создания ТИК 
ПЖ с последующим формированием из нее ТИК 
ПЖ явилось исследование влияния БМКГ на куль-
туры ОК [48]. При совместной, достаточно дли-
тельной (2 недели) инкубации БМКГ и полученных 
из ПЖ новорожденных кроликов флотирующих 
островковоподобных культур (ФОК) в последних 
не выявлялось выраженных деструктивных изме-
нений. С помощью иммуногистохимического окра-
шивания подтверждалось сохранение значительно-
го количества гормонально-активных β-клеток как 
на 7-е, так и 14-е сутки сокультивирования (рис. 1). 
Это свидетельствовало, по меньшей мере, об от-
сутствии отрицательного влияния 3D-биоматрикса 
на выживаемость и морфофункциональные качест-
ва ФОК. При этом отмечалось прикрепление таких 
культур к поверхности биоматрикса (рис. 2). Неко-
торые из них содержали значительное количество 
клеток, демонстрировавших позитивную реакцию 
при окрашивании антителами к цитокератину 19 – 
специальному маркеру протокового эпителия 
(рис. 3). Одновременно в процессе совместной 
инкубации культур и БМКГ вокруг части прикре-
пившихся ФОК формировались эпителиоподобные 
однослойные зоны роста (рис. 4). На основании ра-
нее проведенных исследований можно с большой 
долей вероятности предположить, что эти клетки, 
происходящие из протокового эпителия, являются 
прогениторными клетками ПЖ, то есть предшес-
твенниками ОК. В контрольном опыте инкубации 
ФОК (без БМГМ) не наблюдали формирования од-
нослойных зон роста вокруг очагов прикрепления 
культур ко дну культурального флакона. Таким об-
разом, гидрогелевый коллагенсодержащий 3D-био-
матрикс способствует длительному сохранению 
морфофункциональных свойств ФОК и росту про-
гениторных клеток ПЖ в условиях in vitro и может 
Рис. 1. Флотирующая островковоподобная культура, по-
лученная из поджелудочной железы новорожденных кро-
ликов (ФОК ПЖНК), через 2 недели после совместного 
культивирования с биоматриксом. Иммунопозитивное 
окрашивание β-клеток антителами к инсулину. ×400 [48]
Fig. 1. Floating islet-like culture, obtained from the pancreas 
of newborn rabbits (FIC PNR) after 2 weeks co-culture with 
biomatrix. Immunopositive staining of β-cells with antibo-
dies to insulin. ×400 [48]
Рис. 2. Прикрепление ФОК ПЖНК к биоматриксу. Ин-
вертированный микроскоп. ×200 [48]
Fig. 2. Attaching FIC PNR to the biomatrix. Inverted micro-
scope. ×200 [48]
Рис. 3. ФОК ПЖНК, прикрепившаяся к биоматриксу. 
Иммунопозитивное окрашивание на цитокератин 19. 
×200 [48]
Fig. 3. FIC PNR attached to biomatrix. Immunopositive stai-
ning for cytokeratin 19. ×200 [48]
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быть использован в качестве инъекционного носи-
теля при создании ТИК ПЖ.
Функциональная эффективность ТИК ПЖ в ус-
ловиях in vivo была исследована путем ее внутри-
брюшинного введения животным (крысы Wistar) с 
экспериментальным сахарным диабетом 1-го типа 
(стрептозотоциновая модель) [48]. Определяли не 
только сахароснижающий эффект выполненной 
имплантации, но и ее влияние на островковый ап-
парат собственной ПЖ крыс-реципиентов. Было от-
мечено существенное снижение гликемии (к исходу 
4–5 недель содержание глюкозы в крови не превы-
шало 11 ммоль/л), субнормальный уровень которой 
сохранялся, по меньшей мере, на протяжении 8 не-
дель (заданный общепринятый срок наблюдения) 
после имплантации. При этом у крыс с диабетом 
без имплантации ТИК ПЖ гипергликемия остава-
лась высокой – более 25 ммоль/л. По окончании 
эксперимента при гистологическом анализе ПЖ 
крыс-реципиентов с сахарным диабетом были вы-
явлены признаки активной регенерации β-клеток в 
островках (рис. 5) при отсутствии таких изменений 
в ПЖ диабетических крыс из контрольной группы.
Каркасные матриксы. Посевы клеток на сбор-
ные пористые каркасы исследованы как средство 
повышения жизнеспособности и функции изолиро-
ванных островков in vitro и для улучшения результа-
тов их трансплантации. Например, островки крысы, 
культивированные в пористом полигликолевом кар-
касе, были почти в 2 раза более жизнеспособными и 
давали в 4 раза бóльшую секрецию инсулина по срав-
нению с островками, которые культивировали на 
необработанном 2D-каркасе в течение 15 дней [88]. 
В отдельном исследовании человеческие островки 
были помещены в коллагеновый гель, содержащий 
фибронектин и коллаген IV типа в порах полилак-
тогликолидного каркаса [89]. Интересно, что ост-
ровки внутри такого каркаса поддерживали высо-
кий уровень секреции инсулина при стимуляции 
глюкозой, аналогично свежим островкам, и он был 
выше, чем у островков, которые культивировали в 
геле с коллагеном типа 1, но при отсутствии карка-
са, или у островков, культивированных в суспензии. 
Эти результаты демонстрируют важность как кле-
точно-матриксных контактов, так и структурной 
поддержки, оказываемой каркасом в поддержании 
функции островковых клеток in vitro и в усилении 
функции островков после трансплантации.
В работе [90] был использован 3D-биоблоттинг 
для изготовления пористого 3D-скаффолда на осно-
ве альгината для внепеченочной доставки остров-
ков. В таких скаффолдах отношение поверхности 
к объему, и таким образом, транспорт кислорода и 
питательных веществ увеличивается по сравнению 
с гидрогелями, нанесенными обычным способом. 
Еще одним преимуществом использования каркас-
ных материалов является возможность совместного 
культивирования множества типов клеток и созда-
ния условий, напоминающих аспекты природных 
тканевых структур с взаимодействием с ВКМ и 
близостью к сосудистой системе. Это было проде-
монстрировано в исследовании, в котором мыши-
ные островки, эндотелиальные клетки пупочной 
вены человека и МСК, полученные из крайней 
плоти человека, совместно культивировали на по-
Рис. 4. Формирование однослойной культуры вокруг 
ФОК ПЖНК, прикрепившейся к биоматриксу. ×400 [48]
Fig. 4. Formation of monolayer culture around FIC PNR at-
tached to the biomatrix. ×400 [48]
Рис. 5. Регенерация β-клеток в островке (в центре) под-
желудочной железы диабетической крысы через 8 недель 
после внутрибрюшинной имплантации тканеинженер-
ной конструкции поджелудочной железы. Окрашивание 
гематоксилином и эозином. Иммуногистохимическое ок-
рашивание на инсулин. ×200 [48]
Fig. 5. Regeneration of β-cells in the pancreatic islet (in cen-
ter) of the diabetic rat in 8 weeks after intraperitoneal implan-
tation of pancreatic tissue-ingeneering construct. Staining 
with hematoxylin and eosin. Immunohistochemical staining 
for insulin. ×200 [48]
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ристых полилактогликолидных каркасах [91]. Такая 
трехкультуральная система улучшила жизнеспо-
собность островков (75% жизнеспособность после 
4 недель инкубации in vitro) по сравнению с 2D-кон-
тролем (через 2 недели культивирования жизнеспо-
собные клетки отсутствовали). При этом островки в 
3D-скаффолде выделяли примерно на 50% больше 
инсулина, чем в 2D-системе.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
За последние 10 лет благодаря небольшим усо-
вершенствованиям Эдмонтонского протокола пер-
воначальная продолжительность периода инсулин-
независимости пациентов увеличилась до 5 лет 
после аллотрансплантации островков у 50% реци-
пиентов [92]. Однако через длительные сроки после 
трансплантации пересаженные островки неизбеж-
но теряют жизнеспособность и функциональную 
активность.
Учитывая отсутствие необходимой доступнос-
ти донорских островков, крайне важно разработать 
надежные подходы, обеспечивающие направлен-
ную дифференцировку стволовых клеток в ИПК. 
В конечном счете β-клетки, полученные из стволо-
вых клеток, смогут не только стать дополнитель-
ным источником трансплантационного материала, 
но и в перспективе в значительной мере удовлетво-
рить потребности клиники. Очевидный прогресс в 
разработке биосовместимых материалов и техноло-
гий получения 3D-систем заданной конфигурации 
и структуры [3] позволит создать матриксы, кото-
рые смогут обеспечить для донорских островков 
микроокружение, сходное с таковым в нативной 
ПЖ [11]. Ряд исследований, как in vitro, так и in 
vivo, показали, что островки, β-клетки и их пред-
шественники, культивированные в 3D-скаффолде и 
в присутствии компонентов ВКМ, проявляют улуч-
шенную жизнеспособность и повышенную секре-
цию инсулина. Эти данные убедительно указывают 
на важность клеточно-матриксных контактов. Не-
обходимо проведение доклинических исследова-
ний, доказывающих, что значительные улучшения 
в жизнеспособности и функциональности ИПК in 
vitro в составе ТИК ПЖ будут наблюдаться и при 
имплантации ТИК ПЖ.
Использование в качестве клеточного компо-
нента неиммуногенных или слабо иммуногенных 
островковых клеток позволит отказаться от прове-
дения иммуносупрессии либо сделать ее минималь-
но опасной при клиническом применении. Кроме 
непосредственного антидиабетического действия 
ТИК ПЖ, обусловленного гормонсекретирующей 
функцией пересаженных островков, общему те-
рапевтическому эффекту должно способствовать 
восстановление пула активно функционирующих 
β-клеток реципиента вследствие их регенерации в 
поcтимплантационном периоде.
Работа выполнена при частичной финансовой 
поддержке Российского научного фонда, грант 
№ 14-25-00055.
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